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NOVELTY - Isolated polypeptide (I), designated sakacine G, is a 
bacteriocin from Lactobacillus sakei 2512. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following: 

(1) nucleic acid {II) that encodes (I); 

(2) cloning and/or expression vector containing (II) ; 

(3) hoot cell transformed with the vector of (2); 

(4) preparation of recombinant (I) by culturing cells of (3); and 

(5) composition comprising at least one (I) or L. sakei 2512, 
ACTIVITY - Antibacterial. In a test on bacteria growing in gelled 

medium, (I) inhibited Listeria ivanovii BUG 496; Listeria inocua bbll; 
Enterococcus durans; E. faecalis; Pediococcus cerevisiae and Lactobacillus 
sakei 2515. 

MECHANISM OF ACTION - None given in the source material. 

DSE - (I) is used to control pathogenic or unwanted microorganisms 
in food processing (claimed) and (not claimed) in medical, veterinary and 
cosmetic products, most particularly Listeria monocytogenes. (I) may be 
generated in foods by fermentation with L. sakei 2512. 

ADVANTAGE - (I) is a particularly effective inhibitor of Listeria 
monocytogenes . 
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La presente invention concerne irae bacteriocine de Lactobacillus sakei et 
plus particulierement de Lactobacillus sakei 2512 , une sequence nucleotidique 
codant pour cette bacteriocine, et Futilisation industrielle de cette bacteriocine 
comme agent actif contre des flores pathogenes ou indesirables dans la preparation 
5 de produits alimentaires. 

Les bacteries lactiques sont utilisees intensivement dans les fermentations 
alimentaires afin, non seulement d'ameliorer la saveur et la texture des aliments 
mais surtout pour allonger leur dur6e de conservation. De nombreuses bacteries 
lactiques ont en effet la faculty d'inhiber la croissance de certaines bacteries a 

10 Gram positif, dont des souches pathogenes comme Listeria monocytogenes, grace 
a l'excretion de molecules antagonistes, parmi lesquelles des composes 
pcptidiqucs. Cos composes peptidiqucs, appoloa bacteriocines, prcaontcnt done un 
potentiel interessant pour la preservation qualitative et sanitaire de produits 
alimentaires fermentes. 

15 A titre representatif de ces bacteriocines, on peut notamment citer celles 

formant la sous-classe de polypeptides denommes bacteriocines anti-Listeria, 
bacteriocines de classe Ha (Ennahar'S. et ai 9 2000, FEMS Microbiol. Rev., 
24 :85-106) et cystibiotiques (Jack R. et ai t 1995, Microbiol. Rev., 59(2) :171- 
200). II a ete fait recemment 6tat de l'utilisation potentielle d'une de ces 

20 bacteriocines de classe Ha, la divercine V41, pour empecher la croissance de 
Listeria monocytogenes dans du saumon fume (Duffes F. et al, 1999, J. Food 
Prot, 62(12) :1394-1403), 

Les sequences de cos polypeptides prcscntent do fortes similitudes dans 
leur partie N-terminaie, avec en particulier la presence d'un pont disulfure. La 

2 5 partie C-terminale hydrophobe est beaucoup plus variable, toutefois certaines de 
ces bacteriocines, dites de type p&iiocine (pediocine PA-1, enterocine A et 
divercine V41), se caracterisent par une taille superieure a 40 residus et la 
presence d'un deuxieme pont disulfure du cote C-terminal. 

Les auteurs de la presente invention ont mis en evidence une nouvelle 

30 bacteriocine de classe Ha produite k partir d'une souche specifique de 
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Lactobacillus sakei, qui s'avere particuHerement efficace pour inhiber la 
croissance de Listeria, plus particulierement de Listeria monocytogenes. 

En accord avec Tagg J.IL et al , Bacterid. Rev., 40 ; 722-756 (1976), le 
terme " Bacteriocine " au sens de Finvention fait reference a un polypeptide 
produit, par synthese ribosomique, k partir de microorganisraes, capable d'inhiber 
specifiquement la croissance d'autres bacteries. 

La presents invention a done pour premier objet un polypeptide iasu de la 
souche Lactobacillus sakei 2512, dote d'une activity bactenocine. 

La souche Lactobacillus sakei 2512 a &k d£posee le 25 mai 2000 aupres 
de la Collection Nationale des Cultures de Microorganisraes ou elle est enregistree 
sous le numero de depdt I - 2479. 

La bacteriocine objet de la presente invention a ete d6nomm6e Sakacine 
G. II s'agit d'un polypeptide possedant une masse moleculaire de Fordre de 3700 
a 3900 et pr6ferentiellement d'environ 3834 Da determined par spectrometrie de 
masse. Elle possede un spectre d'inhibition bacterienne tres apparente a celui des 
bacteriocines de classe Ha. C'est ainsi qu'elle s'avere particulierement efficace 
contre les souches de Lactobacillus sakei autres que le Lactobacillus sakei 2512, 
Pediococcus cerevisiae, V ensemble des souches Listeria et contre les 
Enterococcus faecalis et durans. En revanche, elle s'avere inactive contre les 
autrcs especes de Lactobacillus oomme par exemple le Lactobacillus debrueckii, 
le Lactobacillus plantarum, le Lactobacillus brevis, le Lactobacillus casei 9 et une 
souche d* Enter ococcus faecium. 

A l'image des bacteriocines anti-Listeria de type pediocine, la Sakacine 
G possede dans sa structure peptidique avantageusement deux ponts disulfides. 

Une analyse des determinants gen&iques de plusieurs bacteriocines de 
classe Ila a montr6 que les genes impliquSs dans leurs production, transport et 
immunity sont organises en une ou plusieurs structures de type opSron. Ces 
operons ont une localisation souvent plasmidique et possedent generaiement au 
moins deux genes codant pour des prolines, homologues a un ABC-transporteur 
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et une proteine accessoire, probablement impliquee dans l'export des 
bact6riocines. 

Le clonage du fragment nucleotidique (SEQ ID N° 9) contenant le gene 
de la Sakacine G a reveie Texistence de deux cadres ouverts de lecture complets 
5 skgAl (SEQ ID N°l) et skgA2 (SEQ ID N°3) et de deux autres tronques skgl 
(SEQ ID N°5) et skgD (SEQ ID N°7) situes aux deux extremites du fragment 
clone dont une representation schematique est presentee en figure 1. 

Les produits des genes skgAl et skgA2, appeles pre-bacteriocines, 
peuvent subir une maturation au cours de laquelle leurs peptides leaders respectifs 
10 sunt ulives exilrc les rcsidus 18 ct 19, libelant aiiisi la Sakacine G active (rcsidus 
19-55). 

La presente invention a done egalement poiir ohjet uti polypeptide isole 
correspondant k une bacteriocine, caracterise en ce qu'il comprend la sequence ID 
N°2 et/ou la sequence ID N°4. La sequence de la bacteriocine mature comprend la 
15 sequence ID N° 12. 

Le cadre de lecture appele skgl code une proteine de 54 residus. La 
comparaison de cette sequence avec celle des banques de donnees montre de 
fortes similitudes de Skgl avec des proteines dites d'immunite. Elle code 
vraisemblablement pour la proteine d'imimmite protegeant la bacterie productrice 
20 de la Sakacine G. 

La presente invention s'etend egalement k un polypeptide isole 
comprenant la sequence ID N°6 correspondant au cadre de lecture skgl. 

En oe qui conoerae lo dernier gene skgD, il code pour une portion de 
proteine qui presente une homologie avec des proteines de la famille des ABC- 
25 transporters, et plus particulierement du transporteur de la p6diocine PA-1. Le 
gene skgD code vraisemblablement pour rABC-transporteur specifique de la 
Sakacine G. 

La presente invention s'etend egalement au polypeptide isole comprenant 
la sequence ID N°8 correspondant k ce gene dit skgD. 
30 II est entendu que sont egalement comprises les sequences homologues, 

definies comme 
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i) les s6quences similaires h au moms 70% de la s6quence SEQ ID 
N° 2, N° 4, N°6, N°8 ou N°12 ; ou 

ii) les sequences codees par une sequence d'acide nucleique 
homologue telle que definie ci-apres c'est-&-dire une sequence d'acide nucleique 
hybridant avec la sequence SEQ ID N° 1 , N° 3, N° 5, N° 7 ou N° 9 ou sa sequence 
complementaire, dans des conditions stringentes d'hybridation. 

La encore, le terme "similaires" se r6fere a la ressemblance parfaite ou 
identite entre les acides amines des sequences homologues comparees mais aussi k 
la ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 
similitudes dans une sequence polypeptidique prend on compte les substitutions 
conservatives qui sont des substitutions d'acides amines de meme classe, teiles 
que des substitutions d'acides amines aux chaines laterales non chargees (tels que 
l'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), d'acides amines 
aux chaines laterales basiques (tels que la lysine, rarginine, et lliistidine), d'acides 
amines aux chaines laterales acides (tels que Tacide aspartique et Tacide 
glutamique) ; d'acides amines aux chaines laterales apolaires (tels que la glycine, 
Falanine, la valine, la leucine, Tisoleucine, la proline, la phenylalanine, la 
methionine, le tryptophane, et la cysteine). 

Plus generalement, par "sequence d'acides amines homologue", on 
entend done toute sequence d'acides amines qui differe de la sequence SEQ ID 
N*2, N°4, N°6, N°8 ou N°12 par substitution, dtslctiuu ct/ou inscitiuu d*uu acidc 
amine" ou d'un nombre r6duit d'acides amines, notamment par substitution 
d'acides amines naturels par des acides amines non naturels ou pseudo-acides 
amines a des positions teiles que ces modifications ne portent pas 
significativement atteinte & Tactivite biologique du polypeptide isole" et de 
preference de la Sakacine G. 

De preference, une telle sequence d'acides amines homologue est 
sirailaire a au moins 85 % de la sequence SEQ ID N°2, N°4, N°6, N°8 ou N°12, 
de preference au moins 95 %< 

L'homologie est generalement determines en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of the 
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Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 
University Avenue, Madison, WI 53705). Des sequences d'acides amines 
similaires sont aligners pour obtenir le maximum de degre d'homologie (i.e. 
identity ou simiUtude, comme defini plus haut). A cette fin, il peut 6tre necessaire 
5 d'introduire de maniere artificielle des espaces ( u gaps M ) dans la sequence. Une 
fbis Palignement optimal realis6, le degre d'homologie est etabli par 
enregistrement de toutes les positions pour lesquelles les acides amines des deux 
sequences compares sont identiques, par rapport au nombre total de positions. 

L'activite biologique du polypeptide isole" et notamment de la Sakacine G 
10 se retere a sa capacite a inhiber la croissance de souches bacteriennes indesirables 
et/ou pathogenes, de preference de bacteries Listeria et plus particulierement de 
bactcrics Listeria monocytogenes. 

La presente invention a 6galement pour objet un acide nucleique isole, 
1 5 codant pour un polypeptide tel que defini pr6c6demment. 

Plus precisement, la presente invention a pour objet un acide nucleique 
isole comprenant la sequence ID N°l et/ou la sequence 3D N°3. 

La sequence nucleotidique complete de la region impliquee dans 
Texpression de la Sakacine G (2042 pb) a et6 determinee, et est representee en 
20 sequence ID N°9. La presente invention vise egalement un acide nucleique 
comprenant une telle sequence. 

Comme decrit precSdemment, cette sequence possede deux cadres 
ouverls de lecture complete skgAl ct skgA2 et de deux autres tronques, skgl et 
skgD situes aux deux extremites du fragment clone\ Les genes supposes skgAl 
2 5 (SEQ ID N°l), skgA2 (SEQ ID N°3) et skgl (SEQ ID N°5) y sont orientes en sens 
inverse par rapport a skgD (SEQ ID N°7). 

Sont Egalement revendiques dans le cadre de la presente invention, 
Tacide nucleique comprenant la sequence ID N°5 ainsi que l'acide nucleique 
comprenant la sequence ID N°7. 
30 II est entendu que sont Sgalement comprises les sequences homologues, 

d6finies comme : 
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i) des sequences similaires k au moins 70 % de la sequence 
SEQ ID N°l, N°3, N°5, N°7 ouN°9 ; on 

ii) des sequences hybridant avec la sequence SEQ ID N°i, 
N°3, N°5, N°7 ou N°9 ou leur sequence complementaire, dans des conditions 

5 stringentes d'hybridation, ou 

iii) des sequences codant pour le polypeptide denomme 
Sakacine G, tel que defini pr6c6demment. 

De preference, unc sequence nucleotidique homologue selon Tinvcntion 
est sirrilaire a au moins 75 % des sequences SEQ ID N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9, 
1 0 de preference ennnre an moins 85 %, ou au moins 90 %. 

De maniere preferentielle, une telle sequence nucleotidique homologue 
hybride specifiquement aux sequences compl6mentaires de la sequence SEQ ID 
N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9 dans des conditions stringentes. Les parametres 
definissant les conditions de stringence dependent de la temperature k laquelle 
1 5 50% des brins apparies se separent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est dSfinie par la 
relation (Sambrook et al y i989,NY : Cold Spring Harbor Laboratory) : 

Tm = 81,5 + 0,41(%G+C) + 16,6 Log(concentration en cations) - 
O,63(%formamide) - (dOO/nombre de bases) 
2 0 Pour les sequences de longueur inferieure k 30 bases, Tm est deftnie par 

la relation : 

Tm = 4(G+C) + 2(A+T). 
Dans des conditions de stringence approprtees, auxquelles les sequences 
aspeeifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation peut etre de preference 
25 de 5 a 10°C en dessous de Tm, et les tampons d'hybridation utilises sont de 
preference des solutions de force ionique elevee telle qu'une solution 6xSSC par 
exemple* 

Le terme "sequences similaires" employe plus haut se r6ffcre k la 
ressemblance parfaite ou identite entre les nucleotides compares mais aussi k la 
30 ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 
similitudes dans les sequences nucieiques distingue par exemple les purines et les 
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pyrrolidines. 

Une sequence nucleotidique homologue aux cadres ouverts de lecture 
representes en SEQ ID N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9 inclut done toute sequence 
nucleotidique qui differe de la sequence SEQ ID N°l, N 6 3, N°5, N°7 ou N°9 par 
5 mutation, insertion, delation ou substitution d'une ou plusieurs bases, ou par la 
degenerescence du code genetique, pour autant quelle code pour un polypeptide 
presentant l'activit6 biologique de la Sakacine G, comme definie ci-apres. 

Parmi de telles sequences homologues, sont comprises les sequences des 
genes de bacteries autres que Lactobacillus, codant pour la Sakacine G. 

10 Les polypeptides de la presente invention peuvent etre symhetises par 

toutes les m6thodes bien connues de rhomme du metier. Les polypeptides de 
l'irivontion peuvent par exemple etre synthetieee par les techniques de la chimie de 
synthese, telles que la synthese de type Merrifield qui est avantageuse pour des 
raisons de purete, de specificit6 antigenique, d'absence de produits secondaires 

15 non desires et pour sa facilite de production. 

La presente invention a egalement pour objet un proced6 de production 
d'un polypeptide recombinant dans lequel un vecteur comprenant un acide 
micleique conforme k la pr6sente invention est transfere dans une cellule hdte qui 
est mise en culture dans des conditions peimettant l'expression d'un polypeptide 

20 conforme k la pr6sente invention ou d'un polypeptide code par une sequence 
d'acide micleique conforme a la presente invention. 

La bacteriocine recombinante peut egalement etre produite par un 
precede, dans lequel un vectcur contcnant un acidc nucldiquc comprenant unc 
sequence nucleotidique conforme k Tinvention et de preference les sequences 

25 SEQ ID N°1 et/ou N°3 ou une sequence homologue est transferee dans une cellule 
hote qui est mise en culture dans des conditions permettant l'expression du 
polypeptide correspondant La proline produite peut ensuite etre recuperee et 
purifi6e. Les procedes de purification utilises sont connus de rhomme du metier. 
Le polypeptide recombinant obtenu peut Stre purine k partir de lysats et extraits 

30 cellulaires, du sumageant du milieu de culture, par des methodes utilisees 
individuellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les methodes de 
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chromatographie, les techniques d'iinmunoaffinit^ & I'aide d'anticorps mono- ou 
polyclonaux spdcifiques, etc. 

La sequence d'acide nucl6ique d'interet, codant pour la Sakacine G, pent 
5 etre inseree dans un vecteur d'expression, dans lequel elle est liee de maniere 
operante k des elements pennettant ia regulation de son expression, tels que 
notamment des promoteurs, activateurs et/ou tenninateurs de transcription. Les 
siguaux controlant repression des sequences nuclcotidiqucs (promoteurs, 
activateurs, sequences de tenninaison...) sont choisis en fonction de l'hote 

10 cellulaire utilise. A cet effet, les sequences nudeotidiques selon Vinvention 
peuvent etre inserdes dans des vecteurs 4 replication autonome au sein de Fhote 
choisi, ou des vecteurs integratifs de llidte choisi. De tels vecteurs seront prepares 
selon les methodes couramment utilis6es par Thomme du metier, et les clones en 
resultant peuvent etre introduits dans un hote approprie par des methodes 

15 standard, telles que par exemple reiectroporation ou la precipitation au phosphate 
de calcium. 

Les vecteurs de clonage et/ou d'expression tels que decrits ci-dessus, 
contenant une sequence nucleotidique d6finie selon Tinvention font egalement 
partie de la presente invention. 

20 

L'invention vise en outre lee cellules h6tes transformees, de maniere 
transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent etre 
obtenues par Introduction dans des cellules notes, de preference procaryotes, 
d'une sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis 

25 la mise en culture desdites ceUules dans des conditions pennettant la replication 
et/ou 1'expression de la sequence nucleotidique transferee. 

Des exemples de cellules hotes incluent notamment des bacteries telles 
que Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, 
Escherichia et les levures. 

30 Les sequences nucleotidiques de l'invention peuvent etre d'origine 

artificielle ou non. II peut s'agir de sequences d'ADN ou d'ARN, obtenues par 
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criblage de banques de sequences au moyen de sondes elabor6es sur la base des 
sequences SEQ ID N°l, N°3, N°5, et/ou N°7 ou N°9. De telles banques peuvent 
£tre prSpardes par des techniques classiques de biologje moleculaire, connues de 
ITiomme de Tart 

5 Les sequences nucteotidiques selon Finvention peuvent egalement 6tre 

prSpardes par synthase chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la 
modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage des 
banques. 

10 La pr6scntc invention sc rapportc cgalcuiout k uu piuucd£ puux Luliibci la 

croissance de Listeria, plus particulierement de Listeria monocytogenes dans un 
environnement qui peut etre alimentaire ou non et qui est susceptible d'etre 
contamine avec les Listeria monocytogenes. 

Les Listeria monocytogenes sont des microorganismes pathog£nes qui 

15 sont a Forigine de s6veres maladies chez les etres humains et animaux et qui 
peuvent notamment etre facilement transmissibles par des aliments contamines, 
plus sp£cialement au moyen de viandes, de produits cames, de produits marins, de 
lait et de produits derives. La presente invention propose done un precede pour 
inhiber la croissance de Listeria monocytogenes dans un aliment susceptible de 

20 contenir des Listeria monocytogenes a titre de contaminant, ledit proedde 
comprenant ['addition d'un polypeptide conforme a Hnventibn dans ledit aliment 
en une quantity suffisante pour inhiber la croissance de Listeria monocytogenes. 

Les baoteriocines oonfoxmes a 1' invention sont de preference utiiicees 
dans tout syst&ne alimentaire en une quantity comprise entre I et 1 00000 unites 

2 5 arbitrages (AU) de bact&iocines par gramme d'aliment. 

Une AU de bact&iocines est d6finie comme 5 \il de la dilution la plus 
elevee du sumageant de culture conduisant a une zone definie d'inhibition de 
croissance par rapport a une souche temoin d'une bacterie a Gram positif sur un 
milieu agar. 

3 0 Bien que les aliments soient les plus conceines par une contamination par 

Listeria monocytogenes, les produits veterinaires et medicaux peuvent egalement 
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etre containing avec ce type de bacteries, de meme que les produits cosmetiques 
ou produits apparentes. 

Les bacteriocines conformes a la presente invention, et notanunent la 
Sakacine G, sont done egalement utiles pour inhiber la croissance de ce type de 
5 pathogenies dans ces produits. 

La presente invention a ainsi pour objet l'utilisation d'une bacteriocine 
conforme a la presente invention comxne agent actif contre des flores pathogenes 
ou indesiiables notanunent dans la preparation de produits alimentaires et plus 
precisement pour inhiber la croissance et la propagation de Listeria, plus 
1 0 parti culierement de Listeria monocytogenes \ dans les produits alimentaires. 

Le polypeptide peut etre incorpore tel quel dans le produit alimentaire 
considere ou encore y etre produit k partir de la souche Lactobacillus Sakei 25 1 2. 

La presente invention a ainsi egalement pour objet l'utilisation de la 
souche Lactobacillus Sakei 2512 dans un produit alimentaire pour y generer un 
1 5 polypeptide bacteriocine conforme i 1' invention. 

L'invention concerne encore une composition bacteriocine, caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins un polypeptide conforme k la presente invention, 
e'est-a-dire issue de la souche Lactobacillus Sakei 2512 ou comprenant la 
sequence SEQ JD N°2, ou N°4, ou N°12 ou la souche Lactobacillus Sakei 2512. 
20 L'invention s'etend fcgaleraent k l'utilisation de la souche Lactobacillus 

sakei 2512 destin6c a produirc ua polypeptide tel que d6fini plus haut, puur 
inhiber la croissance et la propagation de Listeria, plus particutierement de 
Listeria monocytogenes, dans des prnrinifs alimentaires ainsi que les compositions 
comportant de telle souche. 

25 

Les exemples et la figure ci-apres sont presentes a titre illustratif et non 
limitatif de Tobjet de la presente invention. 
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FIGURE: 

Figure 1 : Representation sch&natique du locus g6netique impliqu£ dans 
la production de la sakacine G. 

5 

MATERIELS ET METHODES 

• Souches bact6riennes et milieux de culture. Lactobacillus sakei 2512 
est cultiv6e i 30°C en milieu MRS (DEFCO Laboratories) sterilise 12 min & 
110°C. Les souches indicatrices sont cultivees en milieu BHI ("brain-heart 

1 0 infusion"; DIFCO Laboratories) a 37°C. 

• Tesx d'actMtS. Du milieu BHI, g61os6 a lOg/i, est ensernencfc a. 1% par 
une pr6cuiture de souche indicatrice en phase stationnaire avant d'etre could en 
boite de Petri. Cinquante microlitres de solution de sakacine G sont deposes dans 

15 des puits creus6s dans la g£lose refroidie a l'emporte pifcce. L'activitS bact6riocine 
se traduit par l'apparition de zones d'inhibition autour des puits apres incubation 
une nuit a 37°C. 

• Analyse proteique. La sakacine G est analysee en spectrometrie de 
masse sur un appareil Perkin-Elmer Sciex API 165 equipe d'une source 

2 0 d'ionisation par Ionspray. Apribs lyophilisation, la fraction HPLC active est reprise 
avec une solution ac&onitrile / eau (1:1) contenant 0,1% d'acide fonnique puis 
injectee par infusion & un d<§bit de 5 jil/min. 

La concentration proteique est d6termin6e par la m&hode a Tacide 
bicinchoninique au moyen du kit BCA (Sigma) selon les instructions du 

2 5 fabiiquaul. 

Les comparisons de sequences proteiques sont realis&s grace au 
programme BLAST (1), accessible & partir du serveur ExPASy du "Swiss Institute 
ofBioinformatics 11 . 

• Clonage mol6culaire et transformation. Les plasmides sont extraits et 

3 0 purifies k partir de souches &' Escherichia, coli et de Lactobacillus sakei 2512 

selon les methodes decrites pr6c6demment par Sarabrook et ai t 1989, NY : Cold 
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Spring Harbor Laboratory et Muriana et Klaenhammer, 1987, Appl. Environ. 
Microbiol, 53 :553-560 respectivement. 

Les enzymes de restriction et de modification de l'ADN sont utilisees 
selon les indications du foumisseur (Gibco-BRL). Les electrophoreses en gel 
5 d'agarose, analytique et preparative, sont conduites en tampon Tris/borate/EDTA 
(pH 8,3) selon les methodes dScrites par Sambrook et ai, 1989, N Y : Cold Spring 
Harbor Laboratory. Les fragments d'ADN dig&es sont purifies k partir des gels 
d'agarusc en ulilisaut 1c kit "Prcp-a-Gcnc" (Dio-Rad). Les clonages dans les 
plasmides pGEM-T (Promega) et pZER02 (Invitrogen) sont realis6s selon les 

10 recommandations des fournisseurs. Le transfer* He type Southern est realist sur 
membrane de nylon (Hybond-N+, Amersham) selon Sambrook et al, 1989, NY : 
Cold Spring Harbor Laboratory. Le transfert est suivi d'une hybridation avec une 
sonde radioactive obtenue par marquage au 32 P k l'aide du kit "random primers 
DNA labelling system" (Gibco-BRL). Les bacteries £ coli sont rendues 

15 competentes et transformees selon la m&hode de Hanahan, 1983. J. Mol. Biol. 
166:557-80. 

La Taq polym6rase (Gibco-BRL) est utilis6e selon les recommandations 
du foumisseur. Uamplification du fragment d'ADN codant la Sakacine G a ete 
realisee a l'aide d'un appareil "Geneamp 9700® M (Perkin-Elmer) selon les 

20 conditions suivantes : 35 cycles de denaturation a 94°C pendant 30 s, hybridation 
k 45 °C pendant 30 3 et 61ongation a 72°C pendant 1 min suivis dVn cycle 
supplemental d'61ongation k 72°C pendant 5 min. 

Le fragment d'ADN portant le locus sakacine G est sequence k l'aide d'un 
sequenceur automatique AB1 Prism 310® (Petkin-Elmer) en utilisant le kit de 

25 sequen9age n Big~dye terminator®" (Perkin-Elmer) et les amorces nuci6otidiques 
appropri6es. 



EXEMPLg I : 

Isolement et purification de la Sakacine G. 
3 0 Une culture de 1 6 h de Lactobacillus, sakei 2512 (100 ml) est centrifugee 

a 6000g pendant 15 min. Le surnageant de culture est ensuite chauffe k 70°C 
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pendant 20 min. Le surnageant refroidi est ensmta HHne avpir. 1 volume d'ean (le 
pH de ia solution dilute doit etre inferieur a 6, par addition dUCl 1M si 
n6cessaire) avant d'etre passe sur une colonne (2.5 x 18 cm) contenant une resine 
echangeuse de cations (carboxy-methyl cellulose; Celiufine C-200, Amicon) 
5 equilibree avec de Veau, Apres des lavages successife avec de 1'eau (100 ml) puis 
une solution de NaCl 0,1M (150 ml), la Sakacine G est elu6e avec une solution de 
NaCl 0,5M (200 ml). Le pH de toutes les solutions doit Stre inferieur a 6. La 
fraction active est ensuite deposee sur cartouche d'extraction en phase solide (Sep- 
pak plus CI 8, Waters) equilibree dans l'eau. Apres lavages successifs avec 5 ml de 

10 solutions d'acetate d'ammonium 20 mM contenant 0, 10, 20 et 30% d'acetonitrile, 
la Sakacine G est eluee avec 10 ml d'acetate dammonium 20 mM contenant 80% 
d'acctonitrilc. Apres lyophilisation, i'cxtrait cat 3olubili3^ dans 1 ml do solution 
aqueuse d'acetonitrile a 40% puis injecte sur une colonne HPLC analytique de 
phase inverse en C8 (Krornasil, 5um, 100 A, 4.6 x 250 mm, ALT.). L'HPLC a 6t6 

15 realisee sur un appareilLage comprenant une pompe Perkin-Elmer series 200 LC 
connectee a un detecteur Perkin-Ehner 785A. Le chromatogramme en absorption 
est enregistre a 220 nm. La separation est realisee, k un debit de 0,8 ml/min selon 
le gradient suivant : Solvant A = eau/acide trifluoroacetique 0,1%; solvant B = 
acetonitrile/eau/ acide trifluoroacaique 0,07%. Apres un lavage de 5 min avec 

2 0 20% de solvant B, Telution est realisee par un gradient de 20 de 40% de solvant B 
en 1 0 min puis de 40 k 55% de solvant B en 20 min. 

La fraction correspondant au pic a. 23 min s'etant revelee active centre 
Listeria ivanovii BUG 496 a etc analy56c en spcctromctiic dc masse ca ionization 
"ionspray". La molecule apparait pure a au moins 95% et possede une masse 

35 moleculaire de 3834,32 ± 0,31 Da. La quantity de Sakacine G ainsi purifiee a ete 
estimee k 120 \xg a partir de 100 ml de culture. Le rendement de purification a et6 
estime a 55% d'activite retrouv6e. Une partie de la s6quence primaire de la 
Sakacine G a et6 determinee par microsequencage et deux oligonucleotides 
degeneres ont etc etablis k partir de cette sequence. 
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EXEMPLE 2 ; 

Clonage du locus genetique impliqui dans la production de la sakacine 

G. 

5 Par gen6tique inverse, les deux oligonucleotides d6generes SakGOl 

(5' AARTATTATGGNAAYGGNGT 3*) (SEQ ID N°10) et SakG02 
(5' ACATGATGNCCNCCRTTNGC 3') (SEQ ID N°ll) ont 6te choisis afin 
d f amplifier le fragment d'ADN correspondant au gene de ctructure de la Sakacine 
G mature (SEQ ID N°12) par reaction de polymerisation en chaine (PCR). 

10 Uampliftat ainsi obtenu, d'une taille approximative de 100 pb a ete clone dans le 
plasmide pGEM-T pour former le plasmide pJMBYCOL Le fragment de 
restriction PvuU de 560 pb issu de pJMBYCOl, incluant le fragment insere, a 
servi de sonde dTiybridation, lors d ? un transfert de type Southern, pour localiser le 
gene de structure sur le genome de Lactobacillus sakei 2512. A partir d'un extrait 

15 plasmidique de Lactobacillus sakei 2512 dig6re par les enzymes de restriction 
HindUI et EcoRl, la sonde a revele des fragments de tailles respectives d'environ 
2,1 et 9 kpb, Le fragment HindUI de 2,1 kpb a et6 purifie puis insire dans le 
vecteur pZER02 pour dormer le plasmide pJMBYC02. La presence du gene de 
structure de la Sakacine G dans pJMBYCOZ a etc deruuntree par amplification 

20 PCR avec les amorces SakGOl et SakG02 puis par sequencage nucleotidique du 
fragment insert dans pJMBYC02. 

La sequence nucleotidique complete (2042 pb) du fragment de restriction 
HindUI insert dans pJMBYC02 a ete d6termin6e. L'analyse de cette sequence a 
revele Texistence de deux cadres ouverts de lecture complets skgAl et skgA2 et de 

25 deux autres tronques, skgl et skgD situes aux deux extremites du fragment clon6. 
Les genes supposes skgAJ skgA2 et skgl sont orientes en sens inverse par rapport a 
skgD. 

Chacun des cadres ouverts de lecture est preced6 d'un site potentiel de 
fixation des ribosomes. Les genes skgAI et skgA2 codent tous les deux des 
3 0 proteines de 55 residus d'acides amines dont les sequences 19-55 sont totalement 
identiques. La sequence 19-52 correspond a la sequence de la sakacine G obtenue 
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par microsequeneage. La presence siippnsee de 3 residus cysteine en positions 9, 
14 et 24 est confirmee et trois residus supplementaires de glycine, valine et 
cysteine apparaissent en extremite C-terminale. 

Les sequences 1-18 des prolines SkgAi et SkgA2 ne different que de 3 
residus et presentent de fortes similitudes avec les peptides "leader" des 
bacteriocines de classe II, qui sont impliquees dans le transport de ces peptides par 
des ABC-transporteurs specifiques. En particulier le motif GG terminal (17-18) 
est caracteristique de ces sequences leader et constitue le site de maturation de ces 
bacteriocines. La comparaison des sequences nucleotidiques des genes skgAl et 
skgA2 montre egalement une identic de sequence de plus de 95% pour la partic 
des genes codant la bacteriocine mature. Le cadre de lecture ouvert incomplet 
appclc skgl code unc prot6inc de 54 residua. La comparaison de cette sequence 
avec celles des banques de donnees montre de fortes homologies de Skgl avec les 
proteines dites d'immunite Led et MesL ^implication de MesI dans la protection 
vis a vis de la mesentericine Y105 a ete demontree. On peut supposer que skgl 
code la proteine d'immunite a la sakacine G. 

Le dernier gene skgD code une portion de proteine de 394 acides amines. 
D'apres les banques de donnees, SkgD est tres homologue de proteines de la 
famille des ABC-transporteurs et plus particulierement des transporteurs de la 
pediocine PA-1 : PedD ou PapD (Marugg J.D. et ai, 1992, AppL Environ. 
Microbiol. 58(8) :2360-7 ; Motlagh A. et al. 9 1994, Lett. Appl. Microbiol. 
18(6) :305-l2),de la sakacine P : SppT (Huhne K. et a/., 1996, Microbiology. 
142(Pl6) .1437-48), dc la sakacine A : SapT (Axclason L. ct a/., 1995, J. 
Bacteriol. 117(8) :2125-37) et de la mesentericine Y105 : MesD (Fremaux C. et 
al., 1995, Microbiology 141(Pt7) : 1637-45). 

EXEMPLE 3 : 
Spectre d'inhibition. 

La sensibility a la Sakacine G de 17 souches bact6riennes a et6 testee par 
la m&hode de test en puits (cf Materiels et Methodes). Les resultats sont presents 
dans ie tableau 1 ci-apr6s : 
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TABLEAU 1 





Rayon des halos 
d'inhibition (mm) 


LclactisKYCCUASA 


0 


Ln. Paramesenteroides DSM 20288 


0 


Ln. Mesenteroides DSM 20484 


0 


Ln. Mesenteroides DSM 20240 


0 


Lb. delbrueckii DSM 20081 


0 


Lb. planiwiAm DSM 20174 


0 


Lb brevis DSM 20054 


0 


Lb. caseiDSM 20011 


0 


Lb. sakei 2515 


1 


P. acidilactici ENSAIA 583 


0 


P. cerevisiae TP 5492 


1 


E.faecium ENSAIA 631 


0 


E.faecalisW 5430 


2 


E.faecalis ENSAIA 636 


1 


rf«/o/w ENSAIA 630 


! 2 


L inocua 8811 


3 


I. ivawovi BUG 496 


6 



5 Le spectre d'inhibition de.cette bactdriocine apparait comme assez etroit 

et limit6 aux souches de Lactobacillus sakei et Pediococcus cerevisiae pour les 
bacteries lactiques. Ce peptide apparatt, comme les autres bacteriocines de classe 
Ila, actif contre toutes les souches de Listeria testes, ainsi que contre les 
Enterococcus faecalis et durans mais pas contre Enterococcus faecium. 



10 
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1, Polypeptide isole, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'une bacteriocine, 
denommee Sakacine G, issue de Lactobacillus sakei 2512. 

5 2. Polypeptide isole selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'une bacteriocine de classe Ha. 

3. Acide nucleique comprenant une sequence nucteotidique codant un 
polypeptide selon la revendication 1 ou 2. 

10 

4. Vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant un acide nucleique 
selon la revendication 3 . 

5. Cellule h6te transformee par un vecteur selon la revendication 4. 

15 

6. Cellule hote selon La revendication 5, caracterisee en ce qu'il s'agit d'un 
microorganisme choisi parmi les Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 
Streptococcus, Pediococcus, Escherichia ou d'une levure. 

20 7. Proced6 de production d'un polypeptide recombinant dans lequel un 

vecteur comprenant un acide nucleique scion la revendication 3 est transfcrc dans unc 
cellule hdte qui est mise en culture des conditions permettant I'expression d'un 
polypeptide selon la revendication 1 ou 2. 

25 8. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications I 

ou 2 comme agent actif contre des flores pathog&nes ou indesirables dans la 
preparation de produits alimentaires. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que ledit 
3 0 polypeptide est mis en ceuvre pour inhiber la croissance et la propagation de Listeria, 
plus particulierement de Listeria monocytogenes, dans les produits alimentaires. 
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10, Utilisation selon la revendication 8 ou 9, caract6ris6e en ce que ledit 
polypeptide est produit dans le produit alimentaire k paitir de la souche Lactobacillus 
Safe/ 2512. 

11. Utilisation de la souche Lactobacillus Saket 2512 dans des produils 
alimentaires pour y produire tin polypeptide bactfriocine selon la revendication I ou 
2. 



10 12. Composition bact6riocine caract6ris6e en ce qu'elle comprend au moins 

un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2 ou la souche de 
Lactobacillus Sakei 2512. 
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